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@ AnatysengefaS mit Mitteln zur Anzeige des Befullungszustandes 

@ Es wird ein AnatysengafSS zur Aufnahme von zu anatysie- 
renden Fluaslgkeiten und mft Mitteln zur Anzeige des 
Befullungszustandes beschrieben, wobei die Mittet pH-lndi- 
katoren sind, die zumindest auf Tellen dar Oberfiachen des 
Analysengef SSes vorhanden sind, welche mtt den Hussigkel- 
ten in Kontakt kommen. 



CO 

s 

ui 



DIo f(il00nden AngahBn sind cton vom Anmoldoir etngeraiehtfin Unterlagen entnommen 



DE 44 46 698 Al 



Beschreibung 

Die ErftnduDg bctrif ft ein Ana]y5enge^B zur Aufnahme von zu analysierenden FlQssigkeiten und mit Mtttein 
zur Anzeige des BefQUungszustandes und insbesondere ein AnalysengefaQ, welches in Form einer Mikrotiter- 
5 platte voriiegt 

Bei der Durchfuhrung von FlQssigkeitsanalyseD werden je nach eingesetztem Analysenverfahren unterschied- 
liche AnaJysengefaBe verwendet Bei immunologischen Tests werden zum Beispiel Mikrotiterplatten mit fest- 
phasengebundenerimmunreaktiver Komponente verwendet 

Bei Mikrotiterplatten handelt es sich in der Regel um Kiinststoffplatten mit einer Vielzahl von Vertiehingen 
10 Oder N^pfea Gdngige Mikrotiterplatten haben zum Beispiel insgesamt 96 Vertiefungen mit einem Fassungsver- 
tndgen von jeweils 300 bis 400 |iL Sie werden insbesondere fOr die verschiedensten mikrobblogischen und 
immunologischen Arfoeitsginge, wie zum Beispiel ELISA, eingesetzt 

Der ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay) wird heutzutage in groBem Umfang zur Bestimmung 
verschiedenster Analyte in Kdrpeifliissigkeiten, wie zum Beispiel Blutserum, Liquor, Urin, Speichel und Sekre- 
15 ten, verwendet Als zu analysierende Materialien kommen jedoch auch solche nicht-huroanen oder nicht-anima- 
len Ursprungs, wie Grundwasser, in Frage. Dieses laBt deh mittels EUSA zum Beispiel auf Pestizidrilckstande 
untersuchen. 

AUgemein ist cs bei der Durdifuhrung von Enzymimmunoassays wOnsdienswert, nicht-modifizierte Original- 
proben einzusetzen, da dadurch vor allem bei einer gro&en Anzahl an Untersudiungen einc sehr aufwendigc 
20 VorverdQnnung entfeflen kamt Weiter wird angestrebt, dad die Menge an erfoixierGchem Probenvohmien sehr 
Ucin ist, da danut h§ufig notwend^e Wtederiiolungsmessungen und wdtere erfoiderliche Untersudiungen 
flberhaupt erst enn5£^cht werden. So ist es z. R bei Seren von SSu^ingen wk^tig, daB auch schon geringe 
Abnahmemengen fUr die DurchfQhruog des Tests ausreichen. 

Die Verwendung von klemen Probwivohmima hat aber gcradc bei EUSA-Tests mit einer Mikrotiterplatte als 
25 AnalysengefiB den Nachteil daB die zumeist farblosen oder transparenten Proben nach Empipcttierung in die 
Nipfe der Platte kaum nodi zu erkennen sind Demzufolge kann es auch sehr Idcht zu PeUinpettierungen dun* 
untdtKebene oder doppelte Probenzugabe kommen, was zu f alsch-negativra hzw. fakdi-positiven Ersebnissen 
fOhrenwOrde. 

Der Erfindung liegt demgemiB die Au^gabe zugrunde, ein Analys^efaB zur Aufnahme von zu anafyaeren- 
30 den FlQssigkeiten zur Verf Ogung zu steOen, welches mit Mittehi zur Anzeige des BefQUungszustandes ausgestat- 
kldnen Probenvolumina sichw* anzeigen, ob sich bereits zu anahrsierende FlQssigkeit in dem 

Ge^B befindet 

Diese Aufgabc wird flberraschendwweise durch das AnalysragefftB gemSB den AnsprOdien 1 bis 8 gelost 
Gegenstand der Erfindung ist ebenfalb das Yerf abren zur HersteDung des AnalyseogefaBes nach den Anspril- 
35 Chen 9 bis 14 sowic die Verwendung dues pH-IndikaU>n als Mittel zur Anzeige des BefQUungszustandes ebes 
AnalysengcfSBes fOr FiQssigkeit^ nach An^ruch 15. 

Das erfindnngsgemiBe Analysengef SB zur Aufnahme von zu analysierenden FlQssigkdten und mh Mittein zur 
Anzeige des BefQUungszustandes ist dadurch gekennzddmet, daB als Mittel zur Anzeige des BefQUungszustan- 
des em pH-Indikator auf zumindest Tdlen der Oberflachen des AnalysengeflBes; wdche mit den FlQssigkdten 
40 uiKontakt kommen, aufgebracht ist 

Bevorzugte pH-Indikatoren sind solche, die bei dem pH-Wert der zu analysierenden FlQssigkdten farbfe smd 
und msbesondere sokAe, die hn pH-Berdch von 6^ bis 7J5 faitig smd Besonders bevorzugte pH-lndikatoren 
sind Bromkresolpurpur, Brompheaolrot, Kresolrot, p-hUtropheno^ Phenobot und/oder Neutralrot 

Zur Verbesserung der Haftung des pH-Indikators auf den Oberfl3dien des AnalysengefaBes winl der pH-In- 
dikator vorzugswdse in Kombination mit dner an den Oberflichen haftenden Matrixsubstanz emgesetzt Wese 
Matrixsubstanz ist v<»zugswdse so beschaffen, daB sie zummdest teUweise in den zu analysierenden FlQsa^ei- 
ten iSslich ist Bevorzugte Matrixsubstanzen sind Zudcer und/oder ZuckeraUcohole, insbescmdere Sorbit Sie 
I6scn sich Idcht in Wasscr und setzen dahcr bd Kontakt mit wS&igen FlQssigkeiten den an Umen haftenden odw 
in sie eingebundenen pll-Indikator schneU frel Dw pH-Indikator zeigt dann durch Farbumsdilag den pH-Wert 
50 der zu analysierenden FlQssigkeit und damit deren Gegenwart an. 

Das erfindung^emiBe Analysengef aB ist besonders dann von Vorteil, wenn es um (fie Analyse emer Vielzahl 
yon kleinen Probenmengen, wie zum Beispiel bd immunologischen Reihenuntersudiungen, geht DemgemiB 
liegt das erfindungsgem§Be AnalysengrfiB audi ind>e$ondere in Form einer MOcrotiterplatte mit einer Vidzahl 
von Vertiefungen zur Pix>benaufiaahme vor. Ganz besonders bevorzugt ist das Analysengef eine mit nnmunre- 
55 aktiver fConqM>nente besdiichtete Mikrotiterplatte. 

Die HersteUung des erfindungsgeraftBen AnalysengeKBes erfolgt m der Weise^ daB man 

(a) zummdest Tefle der Oberflfichen des AnalysengefaBes, welche mit zu analysierender FlQssigkdt m 
Kontakt kommen, mit dnw LOsung behandeh, die den pH-IndUcator enthSlt, 
60 (b) die Ldsung fan wesendidiea entf emt und 
(c) das Ana^engef trocknet 

GegebenenfoUs kann das Anafysenge&B vor Durchffihrung der Stufe (a) mit zum Beispiel Wasser oder 
Pufferl5sung gewasdien werden. 
65 Zur Durchfuhrung der Stufe (a) wuti vorzugswdse ein Volumen an L5sung m das Gemo euigebracht wekAes 
grdBer als das Votumen der zu analysierenden FlQssigkdt ist Di Behandiung des Analysengem&es mit der 
Ldsu0g erfolgt vorzugsweise wShrend einer Dauer von 0,5 bis 16 Stundea Der pH4ndikator wird ni der Ldsung 
m merMeng von vorzugswebe 200 bb 5000 iig/ml msbesondere 850 bis 2500 ^g/ml, higesetzt 
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DaimchwirddieL6sunginStufe(b)imwesentlichen ntfernt,wasv rzugsweise durch AbsAugen der Ldsung 
undAuskiopfender Flatten gescWehtDcrv rbleflb ndeRestanLSsungbiWetnachTrocknungdes Analysenge- 
faBes in Stuf e (c) eine Schicht des pH-Indikators auf den Oberfladien des AnalysengefaBes. Dies Ausbildung 
einer Schicht verlauft besonders einfacfa, wenn die in Stufe (a) eingesetzte Losung neben dem pH-Indikator auch 
eine Matrixsubstanz, insbesondere Sorbit, enthllt Die Matrixsubstanz wird in der L5sung vorzugsweise in iner 5 
Menge von 16 bis 20 Gew.-% emgesetzt Die voizugsweise wSflrige Losung hat insbesondere einen pH-Wert im 
Bereich von 5 bis 93- 

Das erfmdungsgemaSe Verfahren kann insbesondere dazu eingesetzt werden, bereits mit immunreaktiver 
Komponente beschichtctc Mikrotiterplatten mit Mittefai zur Anzeige des BefQllungszustandes in Form ernes 
pH-Indikators auszustatten. Dabei hat es sk^ herausgesteDt, daB die Aufbringung des pH>Indikators auch to 
gleichzeitig mit der Belegung der Nfikrottterplatte mit der immunreaktiven Komponente erfolgen kann. Dies 
geschieht in einfocher Weise denut daB m Stufe (a) erne Ldsung verwendet wird, die neben dem pH-bidikator 
auch die immunreaktive Komponente enthSIt Auf diese Weise kann bei der H^^llung der fertigen, nut 
immunreaktiver Komponente beschichteten Mikrotiterplatten ein V^^dirensschritt eingespart werden. 

Es ist bevorzugt, daB der eingesetzte pH-Indikator sowie der pH-Wert der Ldsung in der Weise ausgewShk is 
werden, daB einerseits das mit dem pH-Indikator ausgestattete Analysengefafl keine oder nnr eine geringe 
Hnf^rbung durch den pH-Indikator erfahrt andererseits jedoch hd Zugabe der zu analysterenden FlQssigkeit 
eine deutliche Farbandening des pH-Indikators durch den pH- Wert der FlQssigkeit erfolgt 

Bevorzugte Indikatoren f Or fast pH-neutraie Proben, wie zum Beispiel Seren, sind die pH-Indikatoren Bromp- 
henobo^ Kresobrot oder Neutralrot und insbesondere Bromkresolpurpur. Diese werden vorzugsweise in emer 20 
Konzentratbtt von 200 bis 5000 )ig/ml Ldsung, besonders bevorzugt 850 bis 2500 |ig/ml L5sun& verwendet Der 
pH-Wert der Ldsung wird vorzugsweise mit niedrigmoiaren HiospbaQiuffer-Stammldsungen auf 5^ bis 6X 
insbesondere ungefShr 6,0, eingestellt 

Wean die in Stufe (a) des erfindungsgemSBen Verfahrens eingesetzte L5sung zum Bdspiel Bromkresolpurpur 
enthSlt und einen pH-Wert von 6,0 aufweist, so fuhrt die intensive Gelb/GrQnhbi>img dieses pH-Indikators bei 25 
diesem pH-Wert zu einer leicht gelb/grOnen EinflUbung nach DurchHihrung der weiteren Verf ahrensschritte (b) 
und (c). Diese Einfarbung ist jedod^ so schwach, daB im Falle von M&rotiterpiatten diese nach wie vor 
transparent ersdieinen. Nadi Einbringen einer ProbeflCtssigkeit mit ehiem pH-Wert von ca. 7,0 in das hergestell- 
te Analysengef^ nimmt der unter Aufldsung der Matrixsubstanz freig^tzte pH-Indikator wieder seine fOr 
einen neutralen pH-Wert typische intensive Blaufarbung an. Diese Verfftrbung indiztert in einfacfaer Weise^ daB so 
dch Probenflussigkeit in dem AnalysengefaB befindet und dient danut als sicheres Mittel zur Anzeige des 
BefQllungszustandes. 

Auf diese Weise kdnnen nuttels des erfindungsgemSBen AnalysengeflBes die gerade bei Reihenuntersuchun- 
gen von kleinen Volumina farfoioser Proben hauHg voricommenden Fehlpipetderungen in sicherer Weise ausge- 
scfalossen werden. Damit ermdgiicht das erfindungsgem^e AnaiysengefiB den Aufbau einer photometrkch 35 
kontroilierten In-FrozeB-KontroUe der Probenzugaba Es dient demzufotge als wichtiger Beitrag zur QuaGtits- 
sichenmg zum Be^iel bei Blutbanken und Laborpraxen. 

Bei erfindungsgem&B hergestellten Mikrottterplatten mit immunreaktiver Komponente hat es sich ak b^n* 
derer Vorteil erwtesen, wenn Sorbtt als Matrixsubstanz eingesetzt wird, da dieser Zuckeralkc^d die Mikrotiter- 
platte zudem konserviert 40 

Nachstdiend ist die Erfindung anhand von Bdspielen erliiutert 

Beispiele 

BeisiHel 1 45 

In diesem Beispiel wird das nachtr&glicbe Auftragen des pH-Indikators auf Mikrotiterplatten beschrieben, auf 
die zuvor berdts eine immunreakdve Komponrate au^ebracht wurde* 

Zuerst wurden Maxisorb-Flachboden-Mikrotiterplatten der Fuina Nunc^ Wtesbaden-BietHich, Deutschland, 
mit 75 |jd Immunglobulki M-Rheumafaktc»* in geeigneter VerdOnnung besdiichtet Dann wurden die Flatten so 
zwdmal mit jeweils 200 |d wfiBriger THs(hydroxymcth^aminomethan)-Puffcri6sttng {pU 7,0) gewasdien, wel- 
che 0^ Vol-% Tween« 20 enthielt Dann wurden die Flatten dreimal auf mehreren Lagen Zellstoff ausgekbpft 
und waren damit fOr das Aufbringen des pH-Indikators vorbereitet 

Dieses erfolgte durch Qnpq)ettieren von 100 ^I/Napf von tiner wiBrigen L5sung, die die Mgexide Zusam- 
mensetzuQghatte: 55 
1 mMPlK)sphatpuffer(pH-Wert6,0) 
18Gew.-%Sorbit 
850 (ig/ml Bromkresolpurpur 
Diese Ldsung hatte eine intensive gelb/grOne Farbe. 

Die befQIlten Mikrotiterplatten wurden anschfieBend 1 Stund lang bd 2 bis 8"C inkubiert Danach wurde die so 
Indikatorldsung abgesaugt, die Flatten wurden dreimal auf einigen Lagen Zellstotf ausgekl pft und im Trocken- 
schnmk 3 Stunden lang bei 37''C getrocknet Es lagen damit Nfikrottterplatten vor, die c^e Vorwaschung fan 
EUSA eingesetzt werden konnten. Durch KnschweiBung tmt r Vakuum ni passende Aluminiumbeutel waren 
sie Gber emen iSngeren Zeitraum stabiL 

Bei Durchflihrang eines EUSA-Tests mit diesen Mikrotiterplatten zur Bcstimmung von bnmuo^obulin 65 
G-Antik5rpem gegen das Cytomegaiie-Virus (CMV) wurden mit 3 Kontrollseren die m der nachstehenden 
Tabelle aufgefObrten Extii^ons-Werte ermtttelt Trotz des Vorhandenseins des pH-Indikator unterschieden 
sich die MeBwerte der erfindungsgemlLBen Flatte mit pH-Indikator nicht signtftkant von denen einer herkdmmfi- 
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Chen Platte ohne pH-Indikaton 



20 



30 
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Tabell I 




Serum 


Bxtinktiouen 


10 




Platte mit 
pH-rndjJcator 


Platte ohne 
pH-Indikator 




Wegativkonluxjlle 


0,007 


0,011 


15 1 


Grenzwertkoritrolle 


0,211 


0,205 


1 Positivfcontrolle 


2,283 


2,194 1 



M " j«> »J eingesctztcn, farblosen KoDtroIlseren fohrten bet der erfindungsgemaBen 

Mikrotiterplatte stets zu emer deutltchen BlauSrbung. is^s^iuiucu 

Bei^iel2 

noiriir.^^^'^" uT^.?^ gleichzehip Beschichtung einer Mikrotiterplatte mh der immunrcaktiven Kom- 
lSsi^£n£iS^ beschnebeii. Aufgnmd dieser Verf ahrensweise muBte die Platte nur einmal mit 

Miudsorb-Rundboden-Mikrotite^^ der Firnia Nunc, Wiesbaden-Biebrich. Deutschland mit 
75 jdmapf emer Losmig der folgenden Zusammcnsetaamg befuDt: i^uwwniana, ran 

5 mmol wiBrigerI%o5pha4>iiffer(pH-Wert6,0) 
18Gew.-% Sorbit 

35 Rheumafaktor-PrSparatbn 

20 |ig/m] bovlnes Serumalbmnin (BSA) 
850 ^g/ml Bromkresdpurp w 

T»SiT^^"^^IL?" B * beschriebenen Art mh 3 Kontrollsereii ergab die in der nachstefaenden 

Ih ? ^"^8*?^ fetoktioiiswerte. Zum Vergleich sind ebenfalls die mit einer iieikdmmlichen Platte ohne 
pH-Indikator eriialtenea Werte angegeben. 
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Tabdien 


50 


1 Sexnta 


Extinktionen 






Platte mit 
pH-Indikator 


Platte ohne 
pH-Indikator 


55 


1 Negativkontrolle 


0,017 


0,011 1 




Grenzwertkontrolle 


0,134 


0,295 


60 


PositivkontroUe 


1,936 


2,366 



65 



Es z ^ sidj, daB die be! glelchzeitiger Inkubation mit pH-Indikator und immunreaktiver Komponente 
hergcstdlten Platten nach wie vor eine sehr gute Differenziening zwischen den 3 Kontrollseren gestatten, auch 
wenn sie nicht die ^wche Leistungsfahigkeit wie herkdmmliche Platten ohne pH-Indikator oder die erfindimgs- 
gemlBen, naditragbch mit pH-Indikator beschkrhteten Platten gemlB Beispiel 1 habea 

In alien Fallen fOhrte die Zugabe der Sercn jedoch zu einer gut ericennbaren Blaufobung des pH-Indikatcm. 
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Beispiel3 

Es wurxien Flachboden-Mikrotiterplatten in der in Beispiel 2 bcschriebenen Weise hergestellt imd getestet, 
wobei jedoch die Konzentration von Bromkrcsolpurpur von 850 auf 270 jig/ml reduziert wurde. 

Die mit derart hergestellten Flatten erhaltenen Extinktions-Werte sind b der nachstehenden TabeDe III 
zusammengesteltt 

TabcUein 



1 Sexiim 


Rstinktiozien 




Platte mit 
pH-Indlkator 


Platte ohne 
pH-Indikator 


Nega^vkontxolle 


OrOll 


0,012 


Greazwextkonlirolle 


0,115 


0,222 


1 Positivkon-trolle 


1,355 


1,936 



TVotz weiterer EinbuBen der Leistungsf&higkeit im ELISA gegenGber herkdmmlichen Flatten ergab die 
Probenzugabe in die einzelnen NUpfe auch bd der reduzierten Bromkresolpurpuriconzentratton nodi eine 
deutUche Blau^rbung. 

PatentansprQche 

1. AnalysengefIB zur Aufhahme von zu analyisierenden FtOs^gkeiten und mit Kfitteln zur Anzeige des 
BefQQungszustandeSy dadtuxh gekennzeiclinet» daB als Mittel zur Anzeige des BefQilungszustandes ein 
pH-Indikator auf zomindest Te^en der Oberflichen des Analysenge^Bes, welche mit den FlQsstgketten in 
Kontakt kommen» aufgebracht ist 

2. Analysenge^B nach Anspnich 1, dadurch gekennzdchnet, daB der pH-Indlkator Bromkresolpurpur, 
Bromphenoirot* Kresolrot p-Nitrophenol Hienohxit und/oder Neutrairot ist 

3w An^fysenge^ nach Anspnich 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet; daB der pH-Indikator in Kombination 
mit einer Matrixsubstanz vorhanden ist, weldie an den Oberflachen des Analysengefifies haftet 

4. Anal^ngeffiB nach Anspnich 3; dadurch gekennzeichnet; daB die Matrixsubstanz zumindest teilweise in 
den Flilssigkeiten lOsiich ist 

5. Anatysengefgfi nach Ansprudi 3 oder 4, dadurch gekennzeidmet, daB cfie Matrixsubstanz ein Zucker 
und/oder ein Zuckeralkohol ist 

6l Analysengef IB nach Anspnich 5, dadurch gekennzektmet daB der Zuckeralkohol Sorbit ist 

7. AnalysengefiiB nach emem der AnsprOche 1 bis 6^ dadurch gekennzdchnet daB es eine Mikrotiterphtte 

ist 

& Analysengef nach Ansprudi 7, dadurch gekennzddmet daB es dne nut inununreaktiver Komponente 
bescfaichtete Mikrotiterplatte ist 

9* Verfahren zur Herstellung des AnalysengefftBes gem&B dnem der AnsprOche i bis 8, dadurch gekenn- 
zdchne1;daBman 

(a) zumindest Teile der OberflSchen des AnatysengefSBes, welche mit zu analyderender nossigkeit in 
Kontakt kommen, mit einer Ldsimg behanddtt die den pH-Indikator enthalt, 

(b) die L5sung im wesentKchen entfemt und 

(c) das Analysenge^B trocknet 

IOl Verfohren nadi Anspnich 9, dadurch gekeonzdchnet daB man in Stufe (a) eine L5sung dnsetzt, die 
pH-Indikator und Matrixsubstanz endiUt 

11. Verfahren nach Anspnich 10, dadurch gekennzdchnet daB man eine Ldsung mit emem pH-Wert hn 
Bereich von 5 —9^ cinsetzt 

12 Verfahren nach einem der Ai^rQche 9 bis 1 1, dadurch gekennzekihnet, daB man eine L5sung einsetzt» 
die 16 bis 20 Gew.-% Matrixsubstanz rathait 

13. Verfahren nach einem der AnsprQdie 9 bis 12; dadurch gekennzeichnet daB man als Analysengef&B dne 
berdts mit immunreaktiver Komponente beschiditete Mikrotiterplatte einsetzt 

14. Verfahren nach einem der AnsprOche 9 bis 12, dadurch gekennzdchnet daB man als AnalysengefiB dne 
Mikrotiterplatte einsetzt und m Stufe (a) eine Ldsung verwendet cfie dne immunreaktive Komponente 
enthilt 

151 Verwendung eines pH-Indikators als Mittel zur Anzdge des Befilllungszustandes ines AnalysengefaBes 
fur FlQssigkeiten, wobd der pH-Inctikator auf zumindest Teile der Oberflachen des AnalysengefaBes aufge- 
bracht wird, weldie mit den Fliissigkdten in Kontakt kcmimen. 
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